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(54) Vert ahren zum Nachweis von Storungen des Protein C/Protein S-Systems 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zum Nachweis von St6rungen des Protein C/Protein S- 
Systems duch ein Verfahren zum qualitativen Nachweis 
und zur quant rtatrven Bestimmung der funktionellen Akti- 
vitat des Proten C/Protein S-Systems der Gerinnung in 
einer Probe etner biologischen Flussigkeit. das folgende 
Schntte einschlieBt: 

a) Zugabe etnes Aktivators des Protein C zu der ver- 
dunnten Oder unverdunnten Probe; 

b) optionaJe Zugabe eines Korrtaktphaseaktivators; 

c) Inkubation des Reaktionsansatzes; 

d) Start des Gerinnungsablauf es durch Zugabe von 
Katziumionen und/oder anderen Gerinnungs-auslo- 
senden Agenzien und 

e) Bestimmung der Gerinnungsaktivitat 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Storungen des Protein C/Protein S-Systerns. 
Das Protein C/Protein S-System stellt einen wichtigen antikoagulatorischen Mechanismus dar. !m Normalfall stehen 
5 die koagulatorischen und antikoagulatorischen Mechanismen der Gerinnung in einem ausgewogenen Verhaltnis zu 
einander. 

Die Aktivierung der Gerinnung mundet in der Umsetzung des Proenzyms Prothrombin zur aktiven Protease Throm- 
bin. Thrombin beschleunigt seine Errtstehung selbst, in dem es die Kofaktoren Faktor V und Faktor VIII durch proteoly- 
tische Spaltung aktiviert. Diese aktivierten Kofaktoren bilden mit den Proteasen Faktor Xa bzw. IXa aktive 

10 Enzym/Kofaktor-Komplexe aul Phospholipidoberflachen, deren Aktivitat urn den : Faktor ca. 1000 hoher ist als die der 
singularen Proteasen. Durch diese positive Ruckkopp-lung kommt es quasi explosionsartig zur Entstehung groBer Men- 
gen an Thrombin. Thrombin setzt Fibrinogen zu Fibrin urn, das im Normalfall zum WundverschluB und zur Wundheilung 
fuhrt. Urn eine lebensbedrohende Ausweitung der Gerinnung zu verhindern, die zu einem VerschluB des GefaBsystems 
im Korper, also zu Thrombosen fuhren wurde, mussen sowohl die aktive Protease als auch die Nachlieferung der Pro- 

15 tease unterbunden werden. Aktive Proteasen werden im Korper durch Protease-lnhibitoren durch die Ausbildung kova- 
lenter Komplexe neutralisiert. Die Unterbrechung des Nachschubes wird durch Thrombin selbst initiiert. Thrombin bindet 
hierzu an das Membranprotein Thrombomodulin und setzt das Proenzym Protein C (PC) zur aktiven Protease Protein 
Ca (APC) urn. APC seinerseits bildet mit dem Kolaktor Protein S (PS), einen Komplex, der die aktiven Kofaktoren Faktor 
Villa und Faktor Va proteolytisch spaltet und dadurch inaktiviert. APC unterbricht somit die starke Stimulierung durch 

20 diese Kofaktoren. 

Die Bedeutung des Protein C/Protein S-Systems wird dadurch bestatigt, dafi Personen mit erblichen oder erwor- 
benen Mangeln oder Defekten an Protein C und/oder Protein S mit hoher Wahrscheinlichkeit Thrombosen, insbesondere 
rezidivierende venose Thrombosen, erleiden (Esmon, C.T...TCM 2: 214-219, 1992). Neben Protein C und Protein S 
kfinnen weitere Faktoren die Aktivitat des Systems beeinflussen, so von Willebrand Faktor und Faktor IXa (Rick, M E. 

25 et at., J. Lab. Clin. Med. 1 15: 41 5-421 , 1990), die Faktor Villa vor proteolytischem Abbau schutzen konnen. Erworbene 
Storungen kOnnen auch auf die Entstehung von Lupus anticoagulants zuruckgehen. Dies sind gegen Phospholipide 
gerichtete Antikerper, die die zur Funktion notwendige Anbindung der Protease/Kofaktor Komplexe an Phospholipid- 
oberflachen stGren (Amer, L et aL Thromb. Res. 57: 247-258. 1990). SchlieBlich wurde in jungster Zeit eine Mutation 
des Faktors V beschrieben, der nicht mehr oder zumindest nur sehr schlecht durch APC inaktiviert werden kann (Bertina, 

30 R.M. etaL, Nature 369: 64-67, 1994). 

Aufgrund der vielen moglichen Storungen des fur seine antithrombotische Wirkung wichtigen Protein C/Protein S 
Systems, ist es in der Winischen Diagnostik sinnvoll, einen Screening Test anzuwenden, der eine Stdrung in diesem 
System generell anzeigt Dies gilt insbesondere dann, wenn bestimmte Storungen, wie in diesem Fall durch von Wille- 
brand-Faktor, Faktor IXa, Lupus anticoagulant oder die Mutation des Faktors V, nur unter gro&em Aufwand in speziell 

35 darin erfahrenen Labors analysiert werden kSnnen. Daruber hinaus kann ein Screening Test, der das Prinzip der Wirkung 
des Protein C/Protein S Systems nutzt, auch Storungen anzeigen, deren Ursachen derzeit noch nicht bekanntsind. 

Bisher wurden Protein C oder Protein S als Einzelfaktoren auf ihre Funktionalitat untersucht. Hierzu wird die Probe 
oder aus der Probe isoliertes Protein C zunachst im UnterschuB zu einem Protein C-Mangelplasma zugesetzt. Die 
Aktivierung des Protein C erfolgt anschlieBend entweder durch Zusatz von Thrombin oder Thrombin und Thrombomo- 

40 dulin oder durch Zugabe eines Schlangengifts von Agkistrodoa contortrix, das unter dem Handelsnamen Protac® (Fa. 
Pentapharm, Basel, Schweiz) bekannt ist. Die Detektion des in der Probe vorhanden Protein C erfolgt entweder anhand 
der Verlangerung der Gerinnungszeit durch den antikoagulatorischen Effekt des in der Probe vorhandenen Protein C 
oder durch Umsetzung eines fur Thrombin spezHischen Substrats. Alternatiy kann durch die Verwendung eines spezi- 
fischen Substrats fur APC die Protein C-Aktivitat nach Aktivierung mit Thrombin oder Protac® auch direkt chromogen 

45 bestimmt werden. 

Die Protein S Bestimmungen erfolgen durch Mischung der Probe mit PS-Mangelplasma. Die stimulierende Wirkung 
des Protein S auf die antikoagulatorische Aktivitat von APC wird durch die Bestimmung der Verlangerung derGerin- 
nungszeit erfaBt. Das hierzu bendtigte APC wird entweder zugegeben oder es wird mittels Protac® das Protein C im 
PS-Mangelplasma aktiviert. (eine Ubersicht wird gegeben in Bertina, R. M., Res. Clin. Lab. 20: 127-138, 1990). 

so Die bisher beschriebenen Methoden sind nur dazu geeignet, Stdrungen des Protein C oder Protein S durch den 
jeweils singular untersuchten Faktor zu detektieren. Sie eignen sich daher nicht als Screening Tests. 

In einem weiteren Verfahren (Amer, L et aL, Thromb. Res. 57: 247-258, 1990) wird die aktivierte. partielle Throm- 
boplastinzeit (APTT) modif iziert. Die APTT ist ein Standardverfahren zur Detektion von Gerinnungsst6rungen, d.h. sie 
dient zur Erkennung von Blutungsneigungen. Nach Aktivierung des Probenplasmas mittels einer aktivierenden Ober- 

55 flache wird die Gerinnung bei Amer et al. durch gleichzeitige Zugabe von Calciumionen und APC gestartet. Die Gerin- 
nungszeiten werden durch die antikoagulatorische Wirkung des exogen zugegebenen APC verlangert. Dieser Test 
erkennt somit bereits gewisse Storungen des Protein C/Protein S-Systems. Da APC exogen zugegeben wird, k6nnen 
allerdings Defekte Oder Mangel des Protein C in der Probe nicht erkannt werden. 
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Basierend auf der Thromboplastinzeit. einem weiteren Standardverfahren in der Gerinnungsdiagnostik. akth/ieren 
Duchernin. J. et al. (Thromb. Haemost. 71 . 331-338. 1994) in einer Probe durchZugabe von Thromboplastin und Calcium 
d.e Gennnung. Das entstehende Thrombin aktiviert bei gleichzeitiger Zugabe von Thrombomodulin das Protein C in der 
Probe (endogen). In Abhangigkeit von der Funktionstuchtigkeit des Protein C/Protein S Systems wirkt APC der Entst*- 
5 hung von Thrombin entgegen. Nach 1 5 Minuten wird durch Komplexierung der Calciumionen die weitere Gerinnunqs- 
aktiv.tat unterbrochen und das entstandene Thrombin durch Umsatz eines spezifischen chromogenen Substrats 
bestimmt. D.e entstandene Menge an Thrombin ist indirekt abhangig von der Funktionstahigkeit des Protein C/Protein 
S-Systems. 

Alle Stdrungen des Protein C/Protein S-Systems der Probe lassen sich erkennen. da das endogene Protein C 
w aktiviert wird. Nachteilig ist jedoch insbesondere die lange GesamtmeBzeit von 16 Minuten. Fur einen routinemaBigen 
Einsatz als Screening Test ist eine solch zeitaufwendiger Test unvorteilhaft. Weiterhin werden mit Thromboplastin und 
Thrombomodulin zwei Membranproteine benotigt, deren Herstellung aufwendig und deren Stability insbesondere bei 
Thrombomodulin, begrenzt ist. SchlieBlich wird in der Probe im ersten Schritt bereits ein Gerinnsel erzeugt so daB 
dieses Vertahren nur .n Kombination mit chromogenen MeBmethoden moglich ist. die den Umsatz dem erzeugten 
is Thrombnstrotzder AnwesenweitdesGerinnelsertassen. DietraditionelleMe6methodik.diedie EntstehungdesFibrin- 
gerinnsels erfaBt. ist damit nicht moglich. 

Der vorliegenden Erfindung lag somit das technische Problem zugrunde. ein Verfahren bereit zu stellen das oeeia- 
die F ""ktionalittt des Protein C/Protein S-Systems zu erfassen und sowohl mit der traditionellen 
MeBtechn.k - Eriassung der Entstehung eines Fibring'erinnels - als auch mit Hilfe von chromogenen Substraten aus- 
20 gewertet werden kann. 

Die Losung dieses technischen Problems erfolgt durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen gekenn- 
zeichneten Ausfuhrungsformen. 

Es wurde ubaraschenderweise festgestellt daB Storungen des Protein C/Protein S-Systems in einem funktionellen 
Gennnungstest nachgewiesen weiden konnen, wenn durch Zusatz eines Protein C AkSvators zur Probe endogenes 
Protein C der Probe aktiviert wird. wodurch die Gerinnungszeit, vemurtlich aufgrund des Abbaus der aktivierten Kofak- 
toren Faktor Va und Faktor Villa im Normalfall vertangert wird. Eine geringer ausgepragte Veriangerung der Gerin- 
nungszert deutet auf Storungen in diesem naturlichen anti-koagulatorischen System hin. weshalb dieser Test 
insbesondere auch als Screening Test geeignet ist. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird das endogene Protein C der Probe genutzt, umdie Funktionalitat des Protein 
C/Protan S Systems zu ubeiprufen. Der Test basiert auf einer ModHikation der APTT. Zunachst wird ein Protein C- 
AJcfivator Kontaktphasen-aktivator. Phospholipide sowie die Probe in einem TestgefaB zusammengebracht und 
anschheBend mkubiert. In dieser Phase werden. wie in der APTT OWich. die Proteasen Faktor XII. Prakallikrein und 
Faktor XI aktviert. Zusatzlich wird durch den Protein C-Aktivatordas endogene Protein C in der Probe aktiviert das mit 
dem Protein S der Probe auf den Phospholipidoberflachen aktive APC/Protein S Komplexe ausbildet. Nach der Inku- 
bafjon w.rd I dieGiennnung durch Zugabe von Calciumionen ausgelost und die erttstandenen APC/Protein S-Komplexe 
verzogern die Gerinnselbildung wie oben bereits beschrieben. 

' J m Unterschied zu Duchemin et al. wird im erfindungsgemaBen Verfahren Protein C nicht durch das Thrombin der 
Probe aktiviert. sondern durch Zugabe eines Protein C Aktivators. Dies eriaubt die MeBzeit wesentlich zu reduzieren 
So genugen. wie im Beispiel 1 aufgefuhrt. bereits kurze Inkubationszeilen von 2 Minuten vollkommen. urn eine Aussage 
40 uber die Funktionstahigkeit des Prolan C/Protein S-Systems treffen zu konnen. SchlieBlich erfolgt die Detektion uber 
d.eBestimmungdaGerinnungszeit.sodaBsowohltradmonelKBestimmungdesEinsetze^ als 
auch chromogen (Umsetzung eines chromogenen Substrats) messende Gaate verwendet werden konnen 

Im Gegensatz zu den fruhereri Verfahren zur Protein C Oder Protein S Bestimmung wird die Probe nicht mit einem 
enteprechenden Mangelplasma gemischt so daB nur die Faktoren der Probe selbst in die Bestimmung mit eingehen 
« Schl.eBI«h z&gt das Beispiel 2. daB bei Zugabe von exogenem APC mit dem Verfahren nach Amer et al (1990) ein 
Protein C Mangel nicht erkannt wird. wahrerid dies in Beispiel i mit dem erfindungsgemaBen Verfahren der Fall ist 

Aus der Sicht der Hamostaseologie drohen dem Organismus zwa Gefahren. durch die das Blut seine Funktion als 
Organ vert'^^kann: zum einen der Blutverlust. zum anderen die intravasale Gerinnung. Dementsprechend stellt die 
Diagnostik Verfahren zur Detektion von Blutungsneigungen und Verfahren zur Detektion von Gainnungsnei-gungen zur 
so Verfugung. Das erf indungsgemSBe Verfahren - zum Nachweis von Storungen des Protein C/Protein S-Systems - gehdrt 
zu der Wasse der Nachweis-verfahren zur Detektion eina Gainnungsneigung. Uberraschenderweise basiert das erf in- 
dungsgemaBe Vafah.^n jedoch auf einer Modif ikation anes Standadverfahrens zur Detektion von Blutungsneigungen 
der aktvierten partiel^n Thromboplastinzeit (APTT). Als Obaflachenaktivatoren da Kontaktphasedes Gerinnungssy- 
stems konnen alle dem Stand der Technik entsprechenden Materialien. wie beispielsweise Kaolin. Silica Glas Oder 
55 Ellagsaure verwendet werden. 

Die Aktivierung des Protein C der Probe erfolgt proteolytisch mit einem geeigneten Enzym Bevorzugt sind solche 
Enzyme, die kane anderen Faktoren des Gerinnungs-systems - auBa Protein C- aktivieren oda anderweitig beeinf lus- 
sensesonders bevorzugt sinddaher Protein C-Aktivataen aus demGift von Schlangen. wie beispielsweise Ao/ce/rodbn 
contortnx contortrix,Agkistrodonbilineatus Oder Agkistrodon halys halys. ^ 
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Die Konzentration des Protein C-Aktivators wird dabei so gewahlt, daB in Verbindung mit der Einwirkdauer auf die 
Protein C Aktivierung (Inkubationszeit) im Test eine geeignete Verlangerung der Gerinnungszeit im Plasma erzeugt wird. 
Geeignet ist eine Verlangerung der Gerinnungszeit gegenuber der Gerinnungszeit ohne Anwesenheit eines Protein C- 
Aktivators, die aufgrund des verwendeten Geratetypus signrfikante Abweichungen von normalen Plasmen erkennen 

5 laGt. Bevorzugterweise betragt die Verlangerung mindestens 30 %, besonders bevorzugterweise mindestens 100 %, 
ganz besonders bevorzugterweise mindestens 200 %. 

Es ist auch denkbar, daB das Protein C in der Probe vollstandig durch vorhergehende Inkubation mit einem Protein 
C-Aktivator aktiviert wird Dann muB allerdings die Probe entsprechend verdunnt werden oder es durfen nur geringe 
Probenmengen verwendet werden. damit die Probe noch gerinnbar bleibt. 

to Benotigt der verwendete Protein C-Aktivator keine Phospholipide zur Aktivierung von Protein C, kann die Inkubation 
von Oberflachenaktivator, Probe und Protein C-Aktivator auch in Abwesenheit von Phospholipiden erfolgen und diese 
erst spater zugesetzt werden. Die Reihentolge der Zugabe von Oberflachenaktivator, Probe, Protein C-Aktivator und 
gegebenenlalls Phospholipiden kann variiert werden. Bevorzugt ist daher ein Reagenz, das eine aktivierende Oberfla- 
che, Phospholipide und einen Protein C Aktivator enthait (siehe Beispiel 3). Besonders bevorzugt ist als weiterer Zusatz 

15 in einem Reagenz ein chromogenes Substrat fur Thrombin, so daBdie Bestimmung der Gerinnungszeit auch chromogen 
erfolgen kann (siehe Beispiel 4). 

Weiterhin ist eine Kombination mit zusatzlichen- Reagenzien moglich, die eine genauere Spezifikation des gefun- 
denen Defekts erlauben. So kann im Fall eines Verdachts auf Protein C Mangel Oder Defekt die Probe mit einer Protein 
C-haltigen Losung gemischt werden. War ein Protein C Mangel oder Defekt tatsachlich die Ursache fur eine abnorm 

20 verkurzte Gerinnungszeit im erfindungsgemaBen Verfahren, so wird sie durch den Zusatz neutraiisiert (siehe Beispiel 
5). Entsprechend kann Protein S bei Verdacht auf Protein S Mangel oder Defekt, Faktor V (F.V) oder eine Faktor V 
angereicherte Losung bei Verdacht auf abnormen Faktor V bzw. Phospholipide zur Neutralisierung inhibitorischer Anti- 
kdrper ("Lupus anticoagulant") zugesetzt werden. Bevorzugterweise werden diese Zusatze in einer solchen Menge 
zugegeben, daB in dem Testansatz jeweils die funktionelle Menge der jeweiligen Zusatzkomponente vorhanden ist, die 

25 sich auch mit einem Normalplasma ergeben wurde. Diese Zusatze werden sinnvollerweise vor Zugabe des Protein C- 
Aktivators gegeben. Bevorzugt ist eine vortierige Inkubation der Zusatze mit der Probe. Besonders bevorzugt ist eine 
solche Vorinkubation bei Zugabe von Phospholipiden zur Neutralisierung von inhibitorischen Antikorpern. 

Da die Methode auf einer Modrf ikation einer Standardmethode zur Erkennung einer Blutungsgefahr beruht, konnen 
neben der APTT auch andere gangige Gerinnungsmethoden verwendet werden, wie die Thromboplastin-Zeit (PT; siehe 

30 Beispiel 6) oder die 'Russell's Viper Venom Time' (RWT; siehe Beispiel 7). Die Thromboplastin Zeit beruht auf der 
Verwendung eines Reagenzes, das neben Phospholipiden und Calciumchlorid Gewebefaktor (Thromboplastin; tissue 
factor') enthait, der den sogenannten extrinsischen Weg der Gerinnung aktiviert. Bei der RWT wird Schlangengift, 
bevorzugt der Spezies Vipera russeiiii, verwendet um die Gerinnungsfaktoren Faktor X und V zu aktivieren, die dann 
direkt ohne weitere Zwischenschritte Thrombin aus Prothrombin erzeugen. Bei beiden Methoden wird die Faktor VIII- 

35 abhangige Gerinnungskaskade umgangen. Schwankungen der Konzentration an Faktor VIII haben in der APTT den 
starksten Einf lu B auf das Ergebnis, da zum einen der Faktor VII I als Cofaktor die Gerinnungsvorgange um ca. den Faktor 
1000 beschleunigt und zum anderen die Faktor Vill-Konzentrationen in Patienten gemeinhin stark schwanken kOnnen. 
Die Anwendung einer PT oder RWT gegenuber der APTT resultiert somit in einer spezifischere Methode, die weniger 
von den prokoagulatorischen Faktoren, als vielmehr nur noch von den Faktoren des Protein C/Protein S-Systems abhan- 

40 gig ist (Beispiel 8). 

Die folgenden Beispiele sollen lediglich die Erf indung eriautern, jedoch die Anspruche in keiner Weise einschranken. 
Beispiel 1 

45 Bestimmung der Gerinnungszeit unter Aktivierung des endogenen Protein C. 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit erfolgte an einem mechanischen Koagulometer nach Schnitger & Gross (Fa. 
Amelung). Alle Reagenzien waren Handelsprodukte der Fa. Behringwerke AG oder ubliche Laborchemikalien. Folgende 
Proben wurden untersucht: ein Pool aus normalen Blutspendern (Standard-Human-Plasma), Protein C-Mangelplasma, 
so Protein S-Mangelplasma und ein Plasma mit einem genetischen Defekt im Faktor V, so daB entstehender Faktor Va 
durch APC nur schlecht inaktiviert wird. 

Eine Abf ullung Protein C-Aktivator fur Berichrom® Protein C (enthait Protein C-Aktivator aus dem Gift von Agkistro- 
don contortrix contortrix) wurde in 10 ml physiologischer Kochsalzlbsung gelost- Pathromtin®, ein Phospholipidgemisch 
aus humaner Plazenta, wurde in 5 ml Kaolinsuspension als Oberflachenaktivator gelost. Die Calciumchloridtbsung (25 
55 mM) und die Protein C-Aktivatorl6sung wurden vor Gebrauch auf +37°C erwarmt. 
In ein MeBrGhrchen wurden nacheinander pipettiert 
100 \l\ Protein C-Aktivator-Losung 
100 \i\ Pathromtin® 
100 jil Plasmaprobe. 
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AnschlieBend wunde bei +37«C fur 2 Minirten inkubiert und durch Zugabe von 100 m Calciumchlorid-Losung die 
□er.nnungsze.1 gestartet. Gleichzeitig wurde eine eingebaute Stoppuhr eingescharten und die Zert erfaBt bis ein Gerinn- 
sei detektiert wurde. 

Weiterhin wurde die Gerinnungszeit der Proben ohne Aktivierung von Protein C, d.h. bei Zugabe von 100 ul phy- 
siologischerKochsatzlosunganstelleder Protein C-Attivator Ldsung bestimmt. 

In Tabelle 1 sind die erhaltenen Gerinnungszeiten (Mittelwerte aus Doppelbestimmungen) zusammengefaGt Mit 
mem Pool von Gtrat-Plasmen normaler Blutspender (SHP) warden Gerinnungszeiten von ca. 42 sec ohne und von 
45 sec mit PC-Akt.vator erhalten. Diese durch die Aktivitat des Protein C/Protein S-System erzielte Verlangerung von 
ca- 103 sec war ,n den Proben, die einen Protein C- (PC-MP) oder Protein S-Mangel (PS-MP) aufwiesen deutlich 
gennger. Auch das Plasma mit einem mutierten Faktor V (F.V-D) zeigte eine deutlich geringere Verlangerung der Germ- 
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Tabelle 1: Gerinnungszeiten in Ab- und Anwesenheit eines Protein C- 
Aktivators zur Aktivierung des endogenen Protein C in 
verschiedenen Plasmen mit Defekten im Protein C/Protein S System. 
Angaben in Sekunden. SHP = Standard-Human-Plasma, PC-MP = 
Protein C-Mangelplasma, PS-MP = Protein S-Mangelplasma, F.V-D 
= Faktor V Gendefekt. 





SHP 


PC-MP 


PS-MP 


F.V-D 


ohne PC- 


41,6 


43,2 


57.1 


41.6 


Aktivator 








mit PC- 


45,0 


46,6 


120.3 


76.7 


Aktivator 










Verlangerunq 


103.4 


3,4 


63,2 


35,1 
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Beispiel 2 

Bestimmung der Gerinnungszeit in Anwesenheit von exogenem Protein C. 

Die B^tjmmung der Gerinnungszeit erfolgte an einem mechanischen Koagulometer nach Schnitger & Gross (Fa 
Amelung). Alle Reagenzien waren Handelsprodukte der Fa. Behringwerke AG oder GUiche Laborchemikalien Die Pro- 
ben entsprechen denjenigen aus Beispiel 1 . 

Eine Abfullung APC-Reagenz fur APC-Sensitivrtats-Reagenzien (enthalt humanes, aktiviertes Protein C und Cal- 
aumchlond) wurde in 5 ml Aqua dest. gelost. Pathromtin® diente wie Unter Beispiel 1 als Oberfiachenaktivator und 
Phospholipjdgemisch. Das APC-Reagenz wurde vor Gebrauch auf +37°C erwSrmt 
In ein MeGrdhrchen wurden nacheinander pipettiert 
100 iulI Pathromtin® 
100ul Plasmaprobe. 

zeit gestartet Gle.chze*g wurde eine eing^ 

Weiterhin wurde die Gerinnungszeit der Proben ohne Aktivierung von Protein C. d.h. bei Zugabe von 100 ul Calci- 
umchlond-Losung anstelle von APC-Reagenz bestimmt. M 

»JH 2^f" e 2 n^^ erhaftenen Gerinnungszeiten (Mittelwerte aus DoppeJbestimmungen) zusammengefaSt Mit 
e.nem Pool von Crtrat-Plasmen normaler Blutspender (SHP) wurden Gerinnungszeiten von ca 37 sec ohne und von 
ca. 1 70 sec. in Anwesenheit von exogen zugefuhrten APC erhalten. Diese damit erzielte Verlangerung von ca 1 33 sec 
war ,ndem Plasma Protein S-MangeJ (PS-MP), besonders aber in dem Plasma mit einem mutierten Faktor V (FV-D) 
deuti.ch germger. H.ngegen wurde in diesem Verfahren in Gegensatz zum erfindungsgemaSen Verfahren ein Protein C 
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Mangel nicht erkannt. Im Gegenteil, aufgrund des leichten Faktorenmangels, erkennbaran der etwas verlangerten APTT 
(= Gerinnungszeit ohne APC), wurde die Gerinnungszeit in AnwesenheH von APC noch deutlich Goer die des SHP. 
hinaus verlangert. Dieses Verfahren ist im Gegensatz zum erfindungsgemaBen Verfahren nicht geeignet alle Defekte 
des Protein C/Protein S-Systems zu erkennen. 

Tabelle 2: Gerinnungszeiten in Ab- und Anwesenheit von exogen zugefugtem, 
aktivierten Protein C in verschiedenen Plasmen mit Defekten im 
Protein C/Protein S-System. 

Angaben in Sekunden. SHP = Standard-HumanTPIasma, PC-MP = 
Protein C-Mangelplasma, PS-MP = Protein S-Mangelplasma, F.V-D 
= Faktor V Gendefekt. 





SHP 


PC-MP 


PS-MP 


F.V-D 


ohne APC 


36,8 


41,9 


64.9 


35,7 


mit APC 


169,6 


298,0 


108,2 


54.5 


Verlangerung 


132,8 


256,1 


43,3 


18,8 



25 

Beispiel 3 

Bestimmung der Gerinnungszeit unter Aktivierung des endogenen Protein C bei Verwendung eines Monorea- 
genzes. 

30 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit erfolgte an einem mechanischen Koagulometer nach Schnitger & Gross (Fa. 
Amelung). Alle Beagenzien waren von der Fa. Behringwerke AG. Erweiterend zu den Proben entsprechend aus Beispiel 
1 wurden ein Faktor V-Mangelplasma (RV-MP) und ein Faktor Vlll-Mangelplasma (RVIII-MP) mit untersucht. 

Zwei Abfuilungen Protein C-Aktivator fur Berichrom® Protein C wurden in je 2,5 ml Kaolinsuspension gelost. Diese 
35 Losungen (5 ml) wurden ihrerseits zum Losen von 1 Abfullung Pathromtin® verwendet. Dieses Monoreagenz enthalt 
somit Phospholipide, Kaolin als Oberflachenaktivator und einen Aktivator fur Protein C. Die Calciumchloridlosung (25 
mM) und das Monoreagenz wurden vor Gebrauch auf +37°C erwarmt. 
In ein MeGrohrchen wurden nacheinander pipettiert 
100 \i\ Monoreagenz 
40 100 jxl Plasmaprobe 

AnschlieBend wurde bei +37°C fur 2 Minuten inkubiert und clurch Zugabe von 100 \i\ Caltiumchlorid-Uteung die Gerin- 
nungszeit gestartet. Gleichzeitig wurde eine eingebaute Stoppuhr eingeschalten und die Zeit erfaBt bis ein Gerinnsel 
detektiert wurde. 

Weiterhin wurde die Gerinnungszeit der Proben ohne Aktivierung von Protein G, d.h. bei Verwendung des kommer- 

45 ziellen Pathromtin® bestimmt. , 

In Tabelle 3 sind die Gerinnungszeiten (Mittelwerte aus Doppelbestimmungen) zusammengefaGt, die mit den ver- 
schiedenen Plasmen erhalten wurden. Mit einem Pool von Citrat-Plasmen normaler Blutspender (SHP) wurden Gerin- 
nungszeiten von 37,6 sec. ohne und von 131,7 sec. mit PC-Aktivator im APTT-Reagenz erhalten. Analog zu den in 
Beispiel 1 aufgef uhrten Ergebnissen waren die Verlangerungen der Gerinnungszeit in einem Protein C- (PC-MP), einem 

so Protein S-Mangel (PS-MP) oder in einem Plasma mit einem mutierten Faktor V (RV-D) deutlich geringer. Dieses Beispiel 
zeigt auch, daB ein Mangel von Faktoren, der primar nicht mit dem Protein C/Protein S System, sondern mit der Throm- 
bingenerierung zusammenhangt, etwa ein Faktor V- oder ein Faktor Vlll-Mangel, in Anwesenheit eines Protein C Akti- 
vators nicht zu einer Verkurzung, sondern im Gegenteil zu einer Verlangerung der Gerinnungszeit fuhrt. Diese Plasmen 

55 
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sind dann nicht mehr gerinnbar, d.h. die Messung wurde nach 300 sec abgebrochen (">300" in Tabeile 3). 

Tabelle 3: Gerinnungszeiten in verschiedenen Plasmen bei Verwendung eines 
APTT-Reagenzes ohne (Pathromtin®) und mit einem Protein C- 
Aktivator (Monoreagenz). 

Angaben in Sekunden. SHP = Standard-Human-Plasma, PC-MP = 
Protein C-Mangelplasma, PS-MP = Protein S^angelplasma, F.V- 
MP = Faktor V-Mangelplasma, F.VIII-MP = Faktor VIII- 
Mangelplasma, F.V-D = Faktor V Gendefekt. 





SHP 


PC-MP 


PS-MP 


F.V-D 


F.V-MP 


F.VIII-MP 


Pathromtin® 


37,6 


42,2 


54,2 


35,6 


>300 ; 


88,6 


Monoreagenz 


131,7 


42,5 


79,4 


47,8 


>300 


>300 


Verlangerung 


94,1 


0,3 


25,2 


12,2 







Beispiel 4 

Bestimmung der Gerinnungszeit unter Aktivierung des endogenen Protein C bei Verwendung eines chromoge- 
nen Substrats fur Thrombin. 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit erfolgte an einem Behring Coagulation Timer (BCT; Fa. Behringwerke), einem 
photometrischen Koagulometer. Alle Reagenzien waren von der Fa. Behringwerke AG. Die Proben entsprechen den- 
jenigen aus Beispiel 1 . 

Eine Abfullung Protein C-Aktivator fur Berichrom® Protein C wurde in 10 ml physiologischer Kochsalzlosung gelost. 
Als APTT-Aktivatorreagenz wurde Pathromtin® SL verwendet Dies ist eine Suspension von Phospholipiden aus Soja- 
bohnen mit Silica-Partikeln als Oberflachenaktivator. Als Startreagenz wurde ein Gemisch aus Caldumchloridlosung 
(25 mM) und 0,2 mM BCP-100, ein chromogenes Thrombin-Substrat. verwendet. 

Die Pipettierung wurde vom Gerat selbstandig durchgefuhrt. Das Startreagenz und die Protein C-Aktivatort6sung 
werden vom Gerat direkt vor Gebrauch auf +37°C erwarmt. 

In eine MeBkuvette wurden nacheinander pipettiert 
70 ul Pathromtin® SL 

10 fil Protein C-Aktjvator bzw. nur physiologische Kochsalzlosung 
70 uJ Probe 

AnschlieRend wurde bei +37°C fur 2 Minuten inkubiert und durch Zugabe von 70 ul Startreagenz die Messung gestartet. 
Es wurde die Zeit registriert, zu der eine Zunahme der Extinktion von 0,3 bei 405 nm erreicht wurde. 

In Tabelle 4 sind die erhaltenen Zeiten mit den verschiedenen Plasmen aufgefuhrt Analog zu der Wassischen Gerin- 
nungsmethode (Erfassung der Bildung eines Fibringerinnsels) werden auch bei Verwendung eines chromogenen Sub- 
strats alle Plasmen mit einer Storung im Protein C/Protein S System gegenuber einem normalen Plasma Pool verkurzt 
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gefunden. 

Tabelle 4: Chromoqene Bestimmung der Thrombinentstehung mit und ohne 
Aktivierung des endogenen Protein C bei Plasmen mit 
verschiedenen Storungen im Protein C/Protein S System. 
Angaben in Sekunden bis eine Extinktionszunahme von ,0,300 bei 
405 nm auftrat. SHP = Standard-Human-Plasma, PC-MP = Protein 
C-Mangelplasma, PS-MP = Protein S-Mangelplasma, F.V-D = Faktor 
VGendefekt 





SHP 


PC-MP 


PS-MP 


F.V-D 


ohne PC-Aktivator 


73,9 


95,1 


95,6 


73,4 


mit PC-Aktivator 


111,3 


100,2 


120,6 


91,4 


Verlangerung 


37,4 


5,1 


25,0 


18,0 



Beispiel 5 

Identif izierung eines Defekts im Protein C/Protein S System durch Modif ikation des Screening Verfahrens. 

Wie unter Beispiel 3 und in Beispiel 4 beschrieben wurde die Gerinnungszeit einmal durch Eriassung der Gerinn- 
selbildung mit einem Monoreagenz bzw. durch Erfassung der Thrombinbildung in einem getrenrrten Ansatz bestimmt. 
Dieser Screening-Test eignet sich auch zur Differentialdiagnostik. Dazu wurden die in Beispiel 3 und 4 aufgefuhrten 
Ansatze wie folgt modif iziert. Als erster Schritt wurden 5 jil einer Protein C-haftigen L6sung pipettiert. Die Konzentration 
wurde so gewahlt, daB die resultierende Protein C-Konzentration bezogen auf das Probenvolumen 1 Einheit betrug. 
Danach erfolgt die normale Zugabe von Probe und Reagenzien. 

Aus Tabelle 5 geht hervor, da6 mit verschiedenen methodischen Varianten des Bestimmungsverfahrens ein Protein 
C-Mangel eindeutig etwa gegen einen Protein S-Mangel zu differenzieren ist Wahrend der Zusatz von Protein C zu 
einem Protein C-Mangelplasma die Mefidifferenz der Ansatze mit und ohne Zugabe eines Protein C-Aktivators kom- 
pensierte, war dies bei einem Protein S-Mangelplasma nicht der FalL Somit ist dieses Verfahren durch leichte Modifi- 
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kationen auch differentialdiagnostisch verwendbar. 

Tntx?He 5 Modifikation des erfindungsgemaften Verfahrens zur 
Difterentialdiagnostik. 

Proben mit von normalen Plasma abweichenden Differenzen der 
Gerinnungszeiten in Ab- und Anwesenheit eines Protein C Aktivators 
wurden mit 1 E Protein C pro ml Plasma versetzt und erneut die 
Gerinnungszeiten bestimmt. Die Bestimmung erfolgte zum einen 
traditionell mit einerrt Monoreagenz (A), zum anderen chromogen in 
einem mehrstufigen Verfahren (B). 

Angaben in Sekunden. SHP = Standard-Human-Plasma, PC-MP = 
Protein C Mangelplasma, PS-MP = Protein S Mangelplasma. 



(A) trad tione<Jes Verfahren 





SHP 


PC-MP 




PS-MP 








ohne 


+ 1 E PC 


ohne 


+ 1 E PC 


ohne PC-Ahtiwator 


37.6 


42.2 


39,7 


54,2 


106,1 


mil PC-AKiivaiof 


131.7 


42,5 


143,4 


79,4 


117.0 


Vertanpefunq 


94,1 


0,3 


103,7 


25,2 


10.9 


(B) chromogenes Verfahren 




SHP 


PC-MP 




PS-MP 








ohne 


+ 1 E PC 


ohne 


+ 1 E PC 


ohne PC-AKtivator 


73,9 


85,3 


93,3 


95,6 


96,3 


mit PC-AMivator 


111.3 


92,3 


149,0 


120,6 


122 ; 3 


Veriingerung 


37.4 


7,0 


55,7 


25,0 


26.0 



Beispiel 6 

Bestimmung dct Ger innungszeit unter Aktivierung des endogenen Protein C bei Anwendung der Thrombopla- 
45 stinzeit. 

Die Bestimnxmg der Gef mrmngszeit erfolgte an einem mechanischen Koagulometer nach Schnitger & Gross (Fa. 
AmeJung). Alle Reagenzien war en von der Fa. Behringwerke AG. 

ThromboreJ S<*\ eme Gewebefaktor/Phospholipid-Praparation aus humaner Plazenta, wurde 1 :1000 in 50 mM Tris- 
50 Puffer, pH 7,4. 0.01% Phospholipon-25, verdunnt. 5 ml dieser Losung wurden verwendet urn 1 Abfullung Protein C- 
Aktivator fur Berichrom Protein C, wie in Beispiel 3 beschrieben zu losen. 

Diese Losung wurde vex Gebrauch auf 437°C evwarmt und anstelle des Monoreagenzes auf APTT-Basis, wie in 
Beispiel 3 beschnefoen. verwendet. 1 

Weiterhin wurde die Ger innungszeit der Proben ohne Aktivierung von Protein C. d.h. bei Verwendung des kommer- 
55 ziellen Pathromtin<* bestimmt 

In Tabelle 6 sind die Gennnungszeiten (Mittelwerte aus Doppelbestimmungen) zusammengefaBt, die mit den ver- 
schiedenen Plasmen emalten wurden. Analog zu den in Beispiel 1 aufgefuhrten Ergebnissen waren die Verlangerungen 
der Gerinnungszeit m emem Protein C- (PC-MP), einem Protein S-Mangel (PS-MP) Oder in einem Plasma mit einem 
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mutierten Faktor V (RV-D) deutlich geringer. 

Tabelle 6: Gerinnungszeiten in verschiedenen Plasmen bei Verwendung eines 
PT-Reagenzes (Thromborel S®) mit einem Protein C-Aktivator 
(Monoreagenz). 

Angaben in Sekunden. SHP = Standard-Human-Plasma, PC-MP = 
Protein C-Mangelplasma, PS-MP = Protein\S : Mangelplasma„ F.V-D 
= Faktor VGendefekt. 



SHP 


PC-MP 


PS-MP 


F.V-D 


103,6 


49,6 


54,5 


69,9 



Beispiel 7 

Bestimmung der Gerinnungszeit unter Aktivierung des endogenen Protein C bei Anwendung der RWT. 

Die Bestimmung der Gerinnungszeit erfolgte an einem Behring Coagulation Timer (BCT; Fa. Behringwerke), einem 
photometrischen Koagulometer. Als RWT-Reagenz wurde LA-Confirm, der Fa. Gradipore LTD (North Ryde, NSW, 
Australien) verwendet. Alle sonstigen Reagenzien waren von der Fa. Behringwerke AG. Die Proben entsprechen den- 
jenigen aus Beispiel 1 . 

Eine Abfullung Protein C-Aktivator fur Berichrom® Protein C wurde in 1 0 ml physiologischer Kochsalziosung gelost. 
Das RWT-Reagenz wurde nach Vorschrrft gelost. Alle Reagenzien wurden vor Gebrauch durch das Gerat auf +37°C 
gebracht 

In eine MeBkuvette wurden nacheinander pipettiert 
50 \i\ Probe 

50 fil Protein C-Aktivator bzw. nur physiologische Kochsalziosung AnschlieBend wurde bei +37°C fur 2 Minuten 
inkubiert und durch Zugabe von 100 |il RWT-Reagenz die Messung gestartet. Es wurde die Zeit registriert, zu der eine 
Zunahme der Extinktion von 0,3 bei 405 nm erreicht. wurde. 

In Tabelle 7 sind die erhaltenen Zeiten mit den verschiedenen Plasmen aufgefuhrt Analog zu den sonstigen klas- 
sischen Gerinnungsmethoden (APTT, PT) werden auch bei Verwendung eines RVVT-Reagenzes alle Plasmen mit einer 
Storung im Protein C/Protein S System gegenuber einem normalen Plasma Pool verkurzt gefunden. 

Tabelle 7: Gerinnungszeiten in verschiedenen Plasmen bei Verwendung eines 
RWT-Reagenzes nach Inkubation der Probe in Anwesenheit bzw. 
ohne Zusatz eines Protein C-Aktivators. 

Angaben in Sekunden. SHP - Standard-Human-Plasma, PC-MP = 
Protein C-Mangelplasma, PS-MP = Protein S-Mangelplasma M F.V-D 
. = Faktor V Gendefekt. 





SHP 

i 


PC-MP 


PS-MP 


F.V-D 


ohne PC-Aktivator 


' 43,6 


44,8 


• 49,4 


43,4 


mit PC-Aktivator 


125,6 


49,1 


74,1 


61,3 
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Beispiel 8 

Abhangigkeit der Bestimmung von Fakt r VIM bei Verwendung der APTT bzw. der PT unter Aktivierung des 
endogenen Protein C 

Ein Standardhumanpiasma wurde mil einem Faktor Vlll-Mangelplasma gemischt bzw. Beriate®. ein Faktor VIII- 
Konzentrat (Behringwerke AG) zugegeben, um den Einf luB von Faktor VIII auf die Bestimmung der Gerinnungszeit nach 
Aktivierung des endogenen Protein C zu simulieren. Die Bestimmung unter Anwendung einer APTT erfolgte wie in 
Beispiel 1 beschrieben, die Bestimmung mittels einer PT erfolgte wie in Beispiel 6 beschrieben. 

In Tabelle 8 sind die Gerinnungszeiten aufgefuhrt, die basierend auf einer APTT bzw. PT erhalten wurden. Es ist 
zu sehen, da&die unerwunschte Storung von Faktor VIII bei der Evaluierung der Funktionalrtat des Protein C-Systems 
bei der APTT deutlich ist, wahrend sie in der PT-basierenden Methode praktisch nicht auftrrtt. 



Tabelle 8 



Gerinnungszeiten in Abhangigkeit von der Faktor Vlll-Konzentration bei Verwendung eines APTT bzw. 
eines PT-Reagenzes nach Inkubation der Probe mit einem Protein C-Aktivator. (Angaben in sec.) 


Faktor VIII (E/rrd) 


APTT 


PT 


0,25 


206 


114 


0,5 


147 


111 


1.0 


96 


104 


1.5 


79 


102 


2,0 


65 


109 


3,0 


60 


107 


4.0 


54 


107 



Patentanspruche 

35 1. Verfahren zum qualitativen Nachweis und zur quantitativen Bestimmung der funktionellen Aktivitat des Protein 
C/Protein S-System der Gerinnung in einer Probe einer biologischen Russigkeit, das folgende Schritte einschlieBt: 

a) Zugabe eines Aktivators des Protein C zu der verdunnten oder unverdunnten Probe; 

b) optionale Zugabe eines Kontaktphaseaktivators; 
to c) Inkubation des Reaktionsansatzes; 

d) Start des Gerinnungsablaufes durch Zugabe von Kalziumionen und/oder anderen Gerinnungs-auslOsenden 
Agenzien und 

e) Bestimmung der Gerinnungsaktivitat. 

45 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Protein C Aktivator aus der Gruppe der Protein C Aktivatoren ausgesucht 
wird, die uberwiegend oder ausschlieBlich Protein C aktivieren. bevorzugterweise aus der Gruppe der Schlangen- 
giftenzyme, besonders bevorzugterweise das Gift der Gattung Agkistrodon. 

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 -2, wobei es sich bei den Reagenzien zur Aktivierung von Gerin- 
so nungsfaktoren bzw. den Gerinnungsverfahren zur Detektion von Blutungsneigungen um die Bestimmung der akti- 

vierten, partiellen Thromboplastinzeit (APTT). der Tnromboplastin-Zeit (PT) oder der Russell's Viper Venom Zeit 
(RWT) handelt. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 - 3. wobei der KontaWphaseaktivator ausgewahlt wird aus der 
55 Gruppe die Kaolin. Silica. Gas und Ellagsaure umfaBt. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 - 4. wobei mindestens die Inkubation in Schritt c) bei kontrol- 
lierten Temperaturen ablauft, bevorzugterweise bei 36 - 38 °C. 
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6. verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 - 5, wobei die Konzentration des Protein C Aktivators so ein- 
gestem wird. daR die Gerinnungszeit fur ein Normalplasma um mindestens 30 %, bevorzugterweise mindestens 
100 %. ganz bevorzugterweise mindestens 200 % verlangert wird. 

7. Vertahren nach rmndestens einem der Anspruche 1 - 6, wobei die Inkubationsdauer in Schritt c) so eingestellt wird, 
dan die Gennnungszert fur ein Normalplasma um mindestens 30 %, bevorzugterweise mindestens 100 %, ganz 
bevor zugiefweise mindestens 200 % verlangert wird. 

8. Vertahren nacti mindestens einem der Anspruche 1 - 7, wobei zwischen Schritt a) und b) eine weitere Inkubation 
io eriokgi 

9. Vertahren nacti rmndestens einem der Anspruche 1 - 8, wobei 

i) oW Zugabe enes Aktivators des Protein C, 
is «)<*«? Zu^Ax «n«& Kontaktphasenaktivators und 

m) Sui t J* Gwimungsablaufs durch Zugabe von Calciumionen 

gfeichzerfig od* n Kmz*c Zeitabstanden nacheinander erfolgt. 

20 10. Vertahren nac* r«vtet«rx e*wn der Anspruche 1 - 9, wobei in Schritt e) ein chromogenes Substrat zur Bestim- 
mung der GminrunyL****** wwendet wird. 

1 1 . Vertahren nach rrwicvru#o& «oem der Anspruche 1-10, wobei dem Ansatz vor Schritt c) Phospholipide hinzugefugt 
werden 

25 

12. Vertahren nach mndectens «nem der Anspruche 1-10, wobei dem Ansatz nach Schritt c) Phospholipide hinzu- 
gefugt werden 

13. Verfahren nact^ mindestens e*iem der Anspruche 11 und 12, wobei die Phospholipide aus der Gruppe der Phos- 
30 pholipide ausgewahft *eroen d»e die Anlagerung von Enzym/Kofaktor Komplexen an die entstehenden Oberf lachen 

bewirken 

1 4. Verfahren nach mncfestens emem der Anspruche 1-13, wobei in Schritt e) die Zeit bis zur Entstehung eines durch 
mechanische mecftano-optische oder turbidimetrische MeBmethoden detektierbares Gerinnsel zur Bestimmung 

35 der GerinnungsaWivttai verweodet wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 10. wobei in Schritt e) die Umsetzung eines chromogenen Substrats fur Thrombin zur 
photometrischen Besbmnxmg der Gerinnungsaktivitat verwendet wird. 

40 16. Mittel zur Verwenovng »i einem Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 - 9. wobei das Reagenz den 
Protein C Ak&vatx den Kontaktphaseaktivator und Phospholipide in einer in der in vitro Diagnostik ublichen Zube- 
reitung enthait 

17. Testkitzur Verwendung m e«nem Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 -15, das mindestens ein Mittel 
45 nach Anspruch 16 enthaft 

18. Verfahren gemafl emem der Anspruche 1 - 3, wobei in einem der Schritte a) bis e) weitere Kbmponenten zugegeben 
werden, die gee^net &nd endogene Defizite im Protein CI Protein S System auszugleichen. 

so 1 9. Verfahren nach Anspruch 1 8. wobei die weiteren Komponenten ausgewahlt sind aus der Gruppe: Protein C, Protein 
S, Faktor V oder Phospholipide. 

20. Verfahren nach Anspruch 19. wobei die eingesetzten Proteine bevorzugterweise humanen Ursprungs sind. 

55 21. Verfahren nach Anspruch 19. wobei die eingesetzten Proteine bevorzugterweise tierischen Ursprungs sind. 

22. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 18-21, wobei die Konzentration der weiteren Komponenten so 
gewahlt ist, daft sie m geeigneter Mischung mit der Probe eine StOrung des Protein C/Protein S-Systems aufgrund 
eines Mangels oder Oefekts an diesen weiteren Komponenten ausgleichen. 
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23. Veriahren nach Anspruch 22, wobei die Konzentration der weiteren Komponenten so gewahlt ist. daB nach Mischung 
in der Probe diejenige funktionelle Stoffmenge vorhanden ist. die in einem normalen Plasma zu finden ist. 

24. Veriahren nach Anspruch 22, wobei die weitere Komponente Faktor V ist und die Konzentration an Faktor V so 
gewahlt ist. daB nach Mischung in der Probe ein mindestens zweifacher UberschuB an der Menge von funktionellem 
Faktor V vorhanden ist, die in einem normalen Plasma zu finden ist. 

25. Veriahren nach mindestens einem der Anspruche 18-24, wobei die Mischung der Probe mit der oder den weiteren 
Komponenten vor Zugabe des Protein C Akti vators erfolgt, bevorzugterweise wird die Probe mit der Oder den Zusatz- 
komponertten vor Zugabe des Protein C Aktivators fur eine Zeit von 1 -10 min inkubiert. 

26. Vertaruen nach mindestens einem der Anspruche 1 -3. wobei auf einen Kontaktphase-Aktivator verzichtet wird und 
die Gennnung auf Basis der Thromboplastin-Zeit mit Reagenzien ausgelost werden kann, die Gewebefaktor und 
PhosphoJipide beinhalten. 

27. Vertahren nach Anspruch 26, wobei der Gewebefaktor naturlichen oder rekombinanten Ursprungs sein kann. 

28. Veriahren nach mindestens einem der Anspruche 26 und 27, wobei das Gewebefaktor-haltige Reagenz bereits 
emen Protein C-Aktivator enthalt oder die Zugabe des Gewebefaktor getrennt von der Zugabe des Protein C-Akti- 
vators erfolgt 

29. Veda hi en nach mindestens einem der Anspruche 1 -3, wobei auf einen Kontaktphase-Aktivator verzichtet wird und 
die Germnung auf Basis der RWT mit Reagenzien durchgef uhrt wird, die Faktor X und Faktor V aktivierende Fak- 
tor en aus Schlangengift und Phospholipide beinhalten. 

30. Vertahren nach Anspruch 29. wobei die Faktor X und Faktor V aktivierenden Faktoren gereinigt oder durch Zugabe 
von urrfraktioniertem Schlangengift dem Reagenz zugesetzt werden. 

31 . Vertahren nach mindestens einem der Anspruche 29 und 30, wobei das Faktor X und Faktor V aktivierende Faktoren- 
haltige Reagenz bereits einen Protein C-Aktivator enthalt oder die Zugabe der Faktor X und Faktor V aktivierenden 
Faktoren getrennt von der Zugabe des Protein C-Aktivators erfolgt. 
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12-10-1995 



Pruief 

SCHNASS 



KAT6GOH1E DER GHNANNTEN OOKUMENTEN £ 
von besonderer Bedeuiung allein betracMet 
von besonderer Bedeutung in Ver bmdung mit einer D 
anderen Verbflentlichung derselben Kategone l 
technologischer Hintergrund 
n»chlschfiftUche Offenoarung 

Zwischentiteratur 4 
der Ertmdung zugrunde liegende Theonen Oder Grundsatze 



alteres Patentdokument. das iedoch ersi am Oder 
nacn dem Anmeidedaium verotlentlicht worden ist 
in der Anmeldung anqel uhrtes Ookumenl 
aus andern Or unden angeluhrtes Ookumenl 



Mitqlied der qleichen Patenifamtlie. ubcrein- 
stimmendes Dokument 



14 



